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I 
摘 要 
乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus, HBV）感染是全球范围内的重要公共卫生
问题。HBV 为嗜肝病毒，只能在肝细胞中增殖，目前 HBV 复制与抑制相关的研
究大多采用 HBV 质粒瞬时转染 Huh7 或 HepG2 细胞的方法，但在进行药物筛
查、病毒制备等需要稳定均一的实验条件时，稳定整合细胞株是更好的选择。
HepG2.2.15 和 HepAD38 是当前用于 HBV 研究的最常用的两株细胞株，其构建
策略为随机整合方式，且这两株细胞株均为 Genotype D 型。有研究表明，不同
基因型乙型肝炎病毒有不同的地理分布特征，在复制、感染、耐药、突变等方面
有所差异，对于疾病的进展、治疗应答和预后转归有不同的提示意义，因此在综
合全面研究 HBV 时，需要对不同基因型的 HBV 进行评价。 
Sleeping Beauty 转座子是一种高效稳定的基因转移工具，它能通过“剪切-
粘贴”的方式将外源目的基因整合入宿主细胞基因组中，国内外尚无利用
Sleeping Beauty 转座子构建 HBV 稳定整合细胞株的报道。本研究设计搭建了一
种新型的携带 Sleeping Beauty 转座子（包括 ITRs 正反向重复序列和 SB100X 转
座酶元件）、荧光报告基因（mCherry）、真核抗性基因（Puro 嘌呤霉素）的
ALL-IN-ONE载体并命名为 pTsmP。从临床血清样本中提取了不同基因型的HBV
序列连入 pTsmP 载体中，构建筛选了不同基因型的稳定整合乙型肝炎病毒细胞
株，最终选取了最为常见的 GenotypeA、B、C、D 四型细胞株进行后续研究，
Southern/Northern Blot、CLEIA 检测与间接免疫荧光检测结果表明经过数十代传
代培养，不同基因型的细胞株均稳定复制转录且在一定范围内稳定表达 HBsAg、
HBeAg 和 HBcAg 等病毒蛋白。恩替卡韦（Entecavir，ETV）体外药物阻断试验
结果显示，所制备的四型 HBV 均对 ETV 有较好的敏感性。 
综上所述，本研究成功设计了基于 Sleeping Beauty 转座子系统快速构建不同
基因型 HBV 稳定整合细胞株的方法，并验证了其可行性。此研究为 HBV 细胞
株的构建和乙型肝炎病毒的制备方法提供思路，为 HBV 复制、感染等相关研究
提供更加全面稳定的实验工具。 
关键词：乙型肝炎病毒；Sleeping Beauty 转座子；稳定整合细胞株
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ABSTRACT 
Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the most important public health 
problems in our country and even worldwide. While Hepatitis B virus (HBV) is a 
kind of hepadnavirus, can only be propagated in hepatoma cells. Recently, transient 
transfection of HepG2 and/or Huh7 cells with appropriate HBV vectors remains the 
most robust system to analyze HBV replication and its inhibition. However, if 
standardization is required, such as drug screening, stably HBV producing cells 
provide distinct advantages. Two HBV-producible cell lines, HepG2.2.15 and 
HepAD38, are widely used in antiviral research. Strategies of both cell lines were 
based on random integration and both of them were genotype D. Studies have 
revealed that different genotypes of hepatitis B virus infection may have different 
geographic distributions, disease progression, clinical outcomes, response to antiviral 
therapy and prognosis. So, establishing different genotype HBV cell lines can 
contributecomprehensive study for HBV replication and its inhibition. 
Sleeping Beauty DNA transposon can be viewed as natural gene delivery 
vehicles that integrate target gene into the host genome through a ‘cut-and-paste’ 
mechanism. Cell lines establishment based on Sleeping Beauty system was little 
reported at home and abroad. So we design an ALL-IN-ONE vector containing 
transposon system (ITRs and SB100X transposase element), fluorescence reporter 
gene (mCherry) and eukaryotic resistant gene (Puro), designated as pTsmP. Various 
genotypes of HBV-replicative stable cell lines had been established and four common 
genotypes, including genotype of A, B, C and D were chosen for follow-up study. 
Southern/Northern Blot, CLEIA and indirect immunofluorescence assay showed that 
the four genotype HBV cell lines replicated and transcripted stably. Four cell lines 
expressed HBsAg, HBeAg and HBcAg stably within a certain range. Entecavir (ETV) 
blocking experience in vitro showed the HBV cell lines were susceptible to ETV.  
In conclusion, we designed a novel high-efficiency construction method of 
HBV-replicative stable cell lines based on ALL-IN-ONE sleeping beauty transposon 
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system and demonstrated its feasibility. The research provided ideas for establishment 
of HBV cell lines and production of HBV virons, also provided comprehensive tools 
for HBV related studies, such as replication and infection. 
 
Key words: Hepatitis B virus; Sleeping Beauty tranposon; Stable cell lines 
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缩略词 
Anti-HBs: Antibody against Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗体 
Anti-HBe: Antibody against Hepatitis B e Antigen, 乙型肝炎病毒 E 抗体 
Anti-HBc: Antibody against Hepatitis B Core Antigen, 乙型肝炎病毒核心抗体 
ALT: Alanine Aminotransferase, 谷丙转氨酶 
bp: base pair, 碱基对 
CLEIA: Chemiluminescent Enzyme-Linked Immunoassay, 酶联免疫化学发光检测 
CLIA: Chemiluminescent Immunoassay, 化学发光免疫检测 
CHB: Chronic Hepatitis B Virus Infection, 慢性乙型肝炎病毒感染 
DMSO: Dimethyl Sulfoxide, 二甲亚砜 
DNA: Deoxyribonucleic Acid, 脱氧核糖核酸 
DNAP: Hepatitis B Virus DNA Polymerase, 乙型肝炎病毒 DNA 聚合酶 
ENH: HBeAg-negative Hepatitis, E 抗原阴性的肝炎 
ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbant Assay, 酶联免疫吸附测定 
ETV: Entecavir, 恩替卡韦 
FBS: Fetal bovine serum,胎牛血清 
FDA: Food and Drug Administration, 美国食品及药品管理局 
HBsAg: Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗原（主蛋白）  
HBx: Hepatitis B Virus X Protein, 乙型肝炎病毒 X 蛋白  
HBeAg: Hepatitis B e Antigen, 乙型肝炎病毒 E 抗原  
HBcAg: Hepatitis B Core Antigen, 乙型肝炎病毒 Core 抗原  
HBV: Hepatitis B Virus, 乙型肝炎病毒 
HCV: Hepatitis C Virus, 丙型肝炎病毒 
HEV: Hepatitis E Virus, 戊型肝炎病毒 
HIV: Human Immunodeficiency Virus, 人类免疫缺陷病毒 
IT: Immune Tolerance Phase, 免疫耐受期 
IC: Immune Clearence Phase, 免疫清除期 
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IgG（M）: Immunoglobulin G（M）, IgG 抗体（IgM 抗体） 
IFN: Interferon, 普通干扰素 
LR: Low-Replicative Phase, 低复制期 
LC: Liver Cirrhosis, 肝硬化 
L-HBsAg: Middle Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗原（大蛋白） 
MAb: Monoclonal Antibody, 单克隆抗体 
MHR: Major Hydrophilic Region, 乙型肝炎病毒表面抗原主要亲水区 
M-HBsAg: Middle Hepatitis B Surface Antigen, 乙型肝炎病毒表面抗原（中蛋白） 
mRNA: Messenger RNA, 信使 RNA 
NBS: Newborn Bovine Serum, 新生牛血清 
OBI: Occult HBV Infectionm, 隐匿性 HBV 感染 
PCR:Polymerase chainreaetion, 聚合酶链式反应 
pTsmP: plasmid-T-sleeping beauty- mCherry-Puromycin 载体 
PEG: Polyethylene Glycol, 聚乙二醇系列 
RNA: Ribonucleic Acid, 核糖核酸 
SB: Sleeping Beauty, 睡美人 
VR: Virological Response, 病毒学应答 
VLP: Virus-Like Particle, 类病毒颗粒 
WHO: World Health Organizaion, 世界卫生组织 
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第一章 前言 
一、乙型肝炎病毒 
1 乙型肝炎病毒的病原学 
1.1 HBV 的病毒结构 
乙型肝炎病毒（HBV）是第一个被鉴定出蛋白和基因组并描述其特征的人
类肝炎病毒[1]。1963 年 Blumberg 等人在一项血清蛋白多态性研究中，从澳大利
亚土著人的血清中分离了一种未知抗原，称为“澳大利亚抗原”，被认为是当地
民族特有的一个遗传标志。1967 年 Blumberg 等人发现这种抗原与乙型肝炎有关。
1970年Dane等人通过电子显微镜在乙型肝炎患者血清中观察到表面携带有这种
抗原的病毒样颗粒，称作 Dane 颗粒 （Dane Particle）[2]。乙型肝炎病毒有 3 种
不同的形态：大球形颗粒、小球形颗粒和管形颗粒（如图 1 所示）。（1）大球
形颗粒是具有感染能力的完整病毒颗粒，直径约为 42-47 纳米，负染后在电镜下
有双层外壳，外被包膜，内具衣壳。衣壳内包裹有 3.0-3.2kb 环状、部分双链 DNA
基因组和附着在上面的 DNA 聚合酶蛋白 [3] 。外膜有大蛋白 L-HBsAg 
（preS1+preS2+S）、中蛋白 M-HBsAg （preS2+S）和主蛋白 S-HBsAg （S）三
种蛋白，其分子比例约为 1：1：4[4, 5]。衣壳由 HBV 的核心抗原（HBcAg）聚集
组成，直径 27 纳米，呈二十面立体对称。（2）小球形颗粒，直径大约 22 纳米，
是乙肝病毒感染后血液中最多见的一种亚病毒颗粒，可达 Dane 颗粒数量的
1,000-1,0000 倍。它由源自细胞内质网的脂膜和病毒表面蛋白，内部不含有
HBV 基因组，不具有传染性[4, 6-9]。（3）管形颗粒，直径约为 25 纳米，长度为
200 纳米左右。管形颗粒由一串小球形颗粒聚合而成，具有抗原性，无传染性。
在患者血液中，管状颗粒所占比例通常为 Dane 颗粒的 10-20 倍[4, 7]。 
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图 1 三种 HBV 病毒颗粒的形态及蛋白组成[10] 
Fig.1 Morphology and protein composition of purified HBV particles 
 
1.2 HBV 的基因组结构及编码蛋白 
1.2.1 HBV 的基因组结构 
HBV 基因组结构精密，高度重叠，能以精小容量发挥高效功能（如图 2 所
示），全基因组大约含有 3200 个核苷酸（3182-3248bp，不同基因型病毒基因组
序列长度略有不同），我国流行的 B 基因型和 C 基因型大小均为 3215 bp。HBV 
DNA 的双链长度不同，长链完整恒定，与病毒 mRNA 互补，定为负链；短链是
正链，3’端位置不定，长度约为全基因组长度的 50~80%。两链的 5’端相对固
定，2 个 5’端之间 （nt1601-nt1826） 的 224bp 为粘性末端 （cohesive terminus）。
粘性末端维持两侧存在顺向、11bp 直接重复序列（DR，direct repeat），包括 DR1
和 DR2，在 HBV-DNA 的复制及与宿主 DNA 的整合中起到重要作用，DR1 和
DR2 的相对同源性，使 DNA 分子在复制过程中形成粘性末端，进而形成环状[6, 
11, 12]。 
HBV 基因组包含有 4 个开放阅读框（openreading frame，ORF）：ORF-S、
ORF-P、ORF-C、ORF-X，四个 ORF 高度重叠，分别由各自的启动子引导转录。
ORF-S 分为 S 区、前 S2 区和前 S1 区，各有其起始密码 ATG，编码三个包膜蛋
白：大蛋白 L-HBsAg （preS1+preS2+S）、中蛋白 M-HBsAg （preS2+S）和主
蛋白 S-HBsAg （S）。ORF-C 分为 C 区和前 C 区，各有其起始密码 ATG，这一
区段较为保守，是免疫攻击的靶表位，其变异易引起 HBV 持续感染。 ORF-C
编码 HBe 蛋白（HBeAg） 和 HBc 蛋白（HBcAg），HBe 蛋白是 HBc 蛋白的分
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泌形式，在慢性感染中起到耐受宿主免疫应答的作用，HBc 蛋白组成病毒核衣
壳，将病毒基因组包裹在内。ORF-P 首尾区段分别与 ORF-C 和 ORF-X 部分重
叠，中间区段与 ORF-S 完全重叠，是 HBV 基因组中最长的阅读框，ORF-P 编码
末端蛋白（terminal protein, TP）、反转录酶（reverse transcriptase, RT）和 RNA
酶 H（RNase H）。ORF-X 编码 HBx 蛋白，是一种多功能的反式调节因子，与
病毒转录、复制、感染、感染细胞凋亡和 HCC 发生均有重要联系。 
在 HBV 基因组上，有编码蛋白的结构基因，还有调节元件（regulatory 
element），主要包括 4 种启动子、2 种增强子、糖皮质激素应答元件、正负性转
录效应元件等。四中 ORF 有各自的启动子元件，在 ORF-X 和 ORF-C 的上游分
别有增强子 EnhⅠ（与 ORF-P 重叠）和 EnhⅡ（与 ORF-X 重叠），EnhⅠ上游
约 1kb 处有糖皮质激素应答元件（Glucocorticoid responsive element，GRE）（与
ORF-S 重叠）[13, 14]，糖皮质激素可通过 GRE 元件刺激 EnhⅠ，进而增强病毒复
制。正负性转录效应元件（positive and negative effectors of transcription, pet & 
net）对 DNA 转录的调节，尤其是 pgRNA 和 C/P-mRNA 转录的调节很重要[15, 16]。 
 
图 2 HBV 病毒基因组结构[4, 12] 
Fig.2 Genome structure and organization of hepatitis B virus.. 
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1.2.2 HBV 基因编码的蛋白 
HBV 基因组以 HBV 共价闭合环状 DNA（covalently closed circular DNA, 
cccDNA）为模板，转录出 5 种 mRNA，能编码合成 9 种病毒蛋白，具有小结构、
高效率的特点[17-22]。5 中 mRNA 包括 pgRNA、pcRNA、presRNA、sRNA、xRNA；
9 种蛋白包括组装病毒外膜的的大、中、主（L-HBsAg，M-HBsAg，S-HBsAg）
三种外膜蛋白、组成核衣壳的核心蛋白（HBcAg）和 Pre-C/C 基因编码的分泌型
e 蛋白（HBeAg）、调节病毒复制功能的 HBx 蛋白及 P 基因编码的 3 种蛋白（末
端蛋白、反转录蛋白和 RNA 酶 H）。 
1.2.2.1 病毒的外膜蛋白 
HBV 外膜由 ORF-S 编码合成，包括 3 种外膜成分：大蛋白 L-HBsAg，中蛋
白 M-HBsAg 和主蛋白 S-HBsAg，以主蛋白为主，镶嵌在来自宿主细胞膜的双层
脂质中（图 3）。3 种蛋白有各自的起始密码子 ATG，但有共同的羧基末端和终
止密码子。大蛋白 L-HBsAg 包括前 S1、前 S2 和 S 蛋白组成，由 2.4kb mRNA
翻译合成，分布在 Dane 颗粒和管形颗粒的表面，前 S1 蛋白中的 aa21-47 肽段相
对保守，决定了 HBV 的种系和组织特异性，且是 HBV 与肝细胞的结合位点，
决定了 HBV 的传染性[23]；中蛋白 M-HBsAg 由前 S2 和 S 蛋白组成，前 S2 蛋白
在 HBV 吸附和侵入肝细胞的机制中起重要作用，而在病毒组装和传染种并不必
要；主蛋白 S-HBsAg 由 S 蛋白组成，是病毒颗粒上丰度最高的外膜蛋白，携带
全部抗原反应性，中蛋白 M-HBsAg 和主蛋白 S-HBsAg 均由 2.1kb mRNA 翻译合
成。 
在 HBV 感染者的血流中大多数为小球形颗粒，以 HBsAg 和 HBeAg 均阳性
的 HBV 携带者的 1 mL 的血液为例，Dane 颗粒、管形颗粒和小球形颗粒的比例
为 108：1010：1013。即使在病毒复制活跃的病例，含病毒核心的外膜颗粒也远
比空缺的外膜颗粒少。90%以上的外膜蛋白过剩，并不组装成病毒颗粒。 
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